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(g) Lichtabtastvorrichtung 

(§) Die vorliegende Erfindung betrifft eine Lichtabtastvor- 
richtung zur Anregung und Detektion einer Emission von 
Sekundarh'cht, insbesondere von Fluoreszenzlicht, von ei- 
ner Probe mit einer Lichterzeugungsvorrichtung zur Er- 
zeugung des Abtastlichts in Form eines einzigen Licht- 
st rah I en bund els, einer Ablenkeinlieit zur in wenigstens 
einer Richtung veranderbaren Ablenkung des Abtast- 
lichts zur Abtastung wenigstens einer Teilflache der Pro- 
be, einer Abbildungseinheit zur Abbildung von von der 
Probe ausgehendem Sekundarlicht, und einer Nachweis- 
einheit zur Detektion des Sekundarlichts. Bei der Fluores- 
zenzuntersuchung einer Probe mit grower Abrasterungs- 
flache und glelchzeitig hoher Ortsaufldsung treten uner- 
wiinscht lange Abtastzeiten auf. Zur Verringerung der Ab- 
tastzeit unter gleichzeitiger Beibehaltung der hohen Auf- 
losung bei einer solchen Probe besitzt erfindungsgemaS 
die Lichtabtastvorrichtung eine Aufteilungsvorrichtung 
zur Aufteilung des einzigen Lichtstrahlenbundels in we- 
nigstens zwci Lichtstrahlenbundel. Dadurch wird anstelle 
der bisherigen sequentiellen Abtastung der Probe eine 
Unterteilung in Felder durchgefuhrt, die simultan durch 
die mehreren Lichtstrahlen abgetastet werden. Damit laSt 
sicli entsprechend der Anzahl der simultan abgetasteten 
Felder der Probe die Abtastzeit verringern. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Lichtabtastvor- 
richtung zur Anregung und Detektion einer Rmission von 
Sekundarlicht, insbesondere von Fluoreszenzlicht, von einer 5 
Probe mil einer Liciilerzeugungsvorrichtung zur Erzeugung 
von Abtasllicht in Form eines einzigen Lichtstrahlenbun- 
dels, einer Abienkeinheit zur in wenigstens einer Richtung 
veranderbaren Ablenkung des Abtastlichts zur Abiastung 
wenigstens einer Teilflache der Probe, einer Abbildungsein- lO 
heit zur Abbildung von von der Probe ausgehendem Sekun- 
darlicht und einer Nachweiseinheit zur Detekiion des Se- 
kundarlichts. 

Lichtabtastvorrichiungen der zuvor genannten Art wer- 
den beispielsweise zur ortsaufgelosten Fluoreszenzuntersu- 15 
Chung einer Probe verwendet. Dabei wird in der genannten 
Vorrichtung zur Erzeugung des Abtastlichts in Form eines 
einzigen Strahlcnbiindcb, bci der cs sich zumcist um cincn 
Laser handelt, ein engbegrenztes und auf die Probe fokus- 
siertes Strahlenbiindel erzeugt, das mittels einer Ablenkvor- 20 
richtung, z. B. in Form von Kippspiegeln niit zwei zueinan- 
der senkrecht stehenden Kipp- bzw. Drehachsen im opti- 
schen Weg des Lichtslrahlenbiindels, iiber die Probe gera- 
stert wird. Das Abtastiicht regt auf der Oberfiache einer 
Probe die Erzeugung von Sekundarlicht an, z. B. in der 25 
Form von Fluoreszenzlicht. Dieses Sekundarlicht wird iiber 
eine Abbildungsoptik gesammelt und auf einer Nachweis- 
einheit detektiert. Da die Abienkeinheit in Abhangigkeit 
von der Stellung der Kippspiegel zueinander und relativ zur 
Probe auf genau definierbare Weise Jewells einen bestimm- 30 
ten Reck auf der Probe bestrahlt, kann mittels der Nach- 
weiseinheit, die die Iniensital des Sekundarlichts erfaBt, eine 
ortsabhangige Aussage iiber die entsprechende Eigenschaft 
der Probe getroffen werden. 

Die Abtastzeit fur die Vermessung der gesamten Probe 35 
hangt von verschiedenen Parametem ab, wie der GroBe des 
Bildfeldes auf der Probe, des Abtastinkremenis, der Fleck- 
groBe des Abtaststrahls auf der Probe, der Integrationszeit 
der Nachweiseinheit, der Abtastgeschwindigkeit bzw. Spie- 
gelgeschwindigkeit der Abienkeinheit und dem gewiinsch- 40 
ten Signal-zu-Rauschverhaltnis. Bei Proben niit Abmessun- 
gen im Zentimeterbereich und hoher Ortsauflosung mil ei- 
nem auf wenige Mikrometer fokussierten Abtastslrahlen- 
biindel ergeben sich Abtastzeiten im Minuten- bis Stunden- 
bereich. Derarl lange Abtastzeiten stellen jedoch ein groBes 45 
Problem beim Betrieb solcher Lichtabtastvorrichtungen dar. 

Es istdaher die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine 
verbesserte Lichtabiastvorrichtung zur Abtasiung einer 
Probe und zum Nachweis von durch das Abtastiicht ange- 
regter Sekundarstrahiung zu schaffen, mit der eine schnei- 
lere und effizientere Abtastung einer groBen Probe unter ho- 
her Ortsauflosung erzielbar ist. 

ErfindungsgeraaB wird diese Aufgabe gelost durch eine 
Lichtabiastvorrichtung der eingangs genannten Art, die sich 
dadurch auszeichnet, daB eine Aufteilungsvorrichtung vor- 
gesehen ist zur Aufteilung des einzigen Lichtslrahlenbiin- 
dels in wenigstens zwei Lichtstrahlenbiindel. Durch die 
Aufteilung des einzigen Lichtstrahlenbiindels in wenigstens 
zwei Lichtstrahlenbundel wird die gesamtc Flache der Probe 
nicht mehr wie bisher sequentiell abgetastet, sondem es 
werden wenigstens zwei Gebiete der Probe durch die wenig- 
stens zwei Ablastsu-ahlenbundel simultan abgerastert. Da- 
durch kann bei gleicher Ortsauflosung die Abtastzeit im we- 
senthchen halbieri werden. 

In cincr vorlcilhaftcn Wcitcrbildung der Erfindung um- 
faBt die Aufteilungsvorrichtung wenigstens einen, besser je- 
doch zwei keilfbrmige Doppelspiegel, insbesondere Surahl- 
teiler mit jeweils einer ersten und zweiten Flache, an denen 
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ein einziges einlaufendes Strahlenbundel unter Bildung von 
zwei Slrahlenbiindeln reflektiert wird, die unter einem dem 
Keilwinkel des Strahlteilers entsprechenden Wmkel zuein- 
ander stehen. Bei der bevorzugten Verwendung von zwei 
Doppelspiegeln werden aus dem anfanglichen einzigen 
Strahlenbundel vier Strahlenbundel erzeugt. Durch die Auf- 
teilung des einlaufenden Su^ahlenbundels in vier Strahlen- 
bundel findet eine Unterteilung der Probe in vier Quadran- 
ten stall, wodurch die Abtastzeit im wesendichen auf ein 
Viertel der entsprechenden Abtastzeit bei Verwendung eines 
einzigen Strahlenbundels verringert werden kann. Vorteil- 
haflerweise sind die beiden keiltonnigen Doppelspiegel 
Oder Strahlteiler Teil der Abienkeinheit und stellen die je- 
weiligen Kippspiegel mit zueinander senkrecht stehenden 
Drehachsen dieser Einheit, die mit entsprechenden Stellglie- 
dem gekoppeit sind, dar. 

In einer weiteren vorteilhaften Weiterbildung der Erfin- 
dung ist ein fokussicrcndcs Objcktiv zwischcn der Abienk- 
einheit und der Probe vorgesehen. Es ist insbesondere vor- 
teilhaft, ein F/e-Objektiv zu verwenden, das die Lichtsirah- 
lenbiindel unabhangig von der Ablage, d. h. dem Abstand 
von der optischen Achse, scharf fokussiert. Diese Ait der 
Anordnung des fokussierenden Objektivs zwischen der Ab- 
ienkeinheit und der Probe wird als "Pre-Objective-Scan- 
ning" bezeichnet. 

In einer weiteren vorteilhaften Weiterbildung besteht die 
Nachweiseinheit aus einem ortsauflosenden Detektorarray, 
wie z. B. einer CCD-Kamera oder einem Mehrkanalraulti- 
plier oder einem Mehrkanalhalbleiterelemenl. Zur Vermin- 
derung unerwiinschten Ubersprechens der einzelnen Ka- 
nale, die den von den einzelnen Lichtstrahlenbiindeln abge- 
tasten Bereichen auf der Probe entsprechen, kann eine spe- 
zielle, an die jeweils abgetasteten Probenbereiche angepaBte 
Blende vor dem Detektor vorgesehen werden. 

Bei Messung in transmittiver Anordnung ist es vorteil- 
haft, hinter der Probe moglichst die gesamte Flache mit 
Lichtleitem zu versehen, wobei die einem jeden Abtastge- 
biet der Probe zugeordneten Lichtleiter zu einem Bundel zu- 
sammengefaBt sind und einer entsprechenden Detektorfla- 
che Oder einem eigenen Detektor zugeleitel werden. Bei- 
spielsweise werden bei einer Unterteilung der Probe in vier 
Quadranten die Lichtleiter in vier Bundel zusammengefaBt 
und auf vier verschiedene Detektoren geleilet, so daS die 
vier Quadranten gleichzeitig vermessen werden konnen. 
Dabei ist es moglich, Farbfilter vor den Detektoren anzuord- 
nen, um einerseits das Anregungslicht zu unterdrucken und 
andererseits eine Selektion des Sekundarlichts durchzufuh- 
ren. Die numerische Apertur der Lichtleiter beschrankt das 
Gesichisfeld der Sekundarlichtemission und verhindert so- 
50 mit ein Kanaiubersprechen. Falls die Probe aus gleicharti- 
gen Fluoreszenzfarbstoffen besteht, kann jeder der einem 
Abtastfeld der Probe zugeordneten Detektoren mit einem 
anderen Farbfilter ausgestattet werden, so daB z. B. bei Ver- 
wendung von vier Detektoren vier verschiedene Emissions- 
55 wellenlangen gleichzeitig gemessen werden konnen. 

Anstelle der Verwendung von verschiedenen, Uber Lichi- 
leiterbundel mit der Probe gekoppelten Detektoren ware es 
in einer weiteren Weiterbildung der Erfindung auch mog- 
lich, eine (XD-Kamera hinter der Probe bei transmittiver 
60 Anordnung anzuordnen. Um ein Mischen des Ruoreszenz- 
lichts aller Kanale in der Kamera zu verhindem, wird eine 
Platte aus Lichtleitfasem mit geringer numerischer Apertur 
vor die Kamera gesiellt. Daniit laBt sich ein Kanaiuberspre- 
chen wirksam verhindern, 
65 In cincr weiteren vorteilhaften Wcitcrbildung der crfin- 
dungsgemaBen Lichtabiastvorrichtung ist ein Aut"bau vorge- 
sehen zur Erfassung des Sekundarlichts in reflektiver nichi- 
konfokaler Anordnung. Zur Schaflfung der nichtkonfokalen 
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Anordnung, d. h. einer Ausbildung des Sirahlengargs des 
Sekundarlichts derart, daC die Spiegel der Ablenkeinheit in 
dessen Slrahlengang nicht enihalten sind, isl vorteilhafter- 
weise ein dichroiiischer Strahlteiler /wischen der Ablenk- 
einheit und der Probe vorgesehen, mit dem der oplische Weg 
des Abtastlichls vom optischen Weg des von der Probe aus- 
gehenden Sekundarlichts separierbar ist. Insbesondere ist 
der dichroitische Strahlteiler fiir das Anregungshcht mil ei- 
ner ersten kurzeren Wellenlange durchlassig, wahrend er 
das. Sekundarlicht niit einer langeren Wellenlange reflek- 
tiert. 

Weiiere vorteilhafte Ausfiihrungsformen gehen aus den 
Unleranspriichen hervor 

Nachfolgend wird die vorliegende Erfindung beispielhaft 
anhand einer bevorzugten Ausfuhrungsform unter Bezug 
auf die begleitenden Zeichnungen naher erlautert und be- 
schrieben. In den Zeichnungen zeigen: 

Fig. 1 cine Skizzc zur Vcranschaulichung des prinzipicl- 
len Aufbaus und des Strahlengangs einer erfindungsgema- 
Ben Lichtablastvorrichtung; 

Fig. 2 ein Beispiel fiir eine Aufteilungsvorrichtung in 
Form einer keilformigen Strahlteilerplatte mit dem entspre- 
chenden Slrahlengang; 

Fig, 3 eine Skizze zur Vcranschaulichung der verschiede- 
nen Delektionskanale in einer erfindungsgemaBen LichLab- 
tastvorrichtung; und 

Fig. 4 eine Skizze zur Vcranschaulichung der Untertei- 
lung einer Probe in vier Quadranten. 

In Fig. 1 wird beispielhaft ein schematischer Aufbau ei- 
ner erfindungsgemaBen Lichtabtastvorrichtung gezeigt. In 
einer Lichterzeugungsvorrichtung 20, z. B. einem Laser, 
wird ein einziges Lichtstrahlenbundel 21 besiinmiter Wel- 
lenlange erzeugt. Das von der Lichterzeugungsvorrichtung 
bzw. dem Laser erzeugte Lichtstrahlenbundel wird vorleil- 
hafterweise in einem nichtgezeigten Raumfilter raumlich 
gefiltert. Das parallele SUrahlenbiindel wird durch eine bei- 
spielsweise zwei Linsen 22 und 24 umfassende Aufwei- 
tungsoplik in ein wiederura paralleles Strahlenbiindel mit 
groBerem Querschnitt aufgeweitet. A Is nachstes Element im 
optischen Weg folgt eine Ablenkeinheit 10 mit Kippspie- 40 
geln 11 und 12, die zueinander senkrecht stehende Drehach- 
sen aufweisen und an nicht gczeigte StcUglieder mit ent- 
sprechenden Ansteueamgen zur gegenseitigen Verstellung 
bzw. Verkippung angeschlossen sind, uni das Strahlenbiin- 
del 21 in zwei Richtungen zu rastem. Wie nachfolgend in 45 
bezug auf Fig. 2 naher erlautert wird, bestehen in einer vor- 
teilhaften Ausfiihrungsform der Erfindung die Kippspiegel 
11 und 12 jeweils aus keilformigen Doppelspiegeln oder 
SUrahlteilerplatten, die somit eine Aufteilungsvorrichtung 
zur Aufteilung des einzigen einlaufenden Laserstrahlbiindel 
in insgesamt vier voneinander getrennte Laserstrahlenbiin- 
del bilden. Aus Griinden der ubersichtlicheren Darstellung 
sind in Fig. 1 nur zwei Suahlenbundel 22 und 23 gezeigt. 

Zwischen der Ablenkeinheit 10 mit den Kippspiegebi 11 
und 12 ist eine Fokussierungsoptik angeordnet, die bei- 
spielsweise ein Linsentriplett aus Linsen 26, 28 und 30 um- 
faBt. Bei dieser Fokussierungsoptik handelt es sich vorteil- 
haflerweise um ein F/B-Objektiv, das die Su-ahlenbiindel un- 
abhangig von der Ablage scharf auf FleckgroBen im Mikro- 
' meterbereich auf eine Probe 40 fokussiert. Bei dem F/8-Ob- 
jekliv wird eine Abbildung der Abtasisu-ahlenbundel gemaB 
der sog. F/8-Bedingung y' = F x 6 durchgefuhrt, wobei y' die 
Abbildungskoordinate, F die Brennweite und 9 der Winkel 
isl, den das Abtaststrahienbundel mit der optischen Achse 
cinschlicBl. Im Gcgcnsatz zu hcrkommlichcn Objcktivcn, 
bei denen die sonst ubliche Bedingung y' = F x tanO gilt, 
fuhrt das F/8-Objektiv zu einer tonnenformigen Verzeich- 
nung. Dadurch wird jedoch eine Proportionalilat zwischen 
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dem Abtastwinkel und der Bildhohe y' und zugleich auch 
eine Proportionalitat zwischen der Winkelgeschwindigkeil 
des Ablenksystems und der Abtaslgeschwindigkeil in der 
Probenebene sichergestellt. Bei konstanter Winkelge- 
5 schwindigkeit fur die Ablenkung des Strahlenbiindels wird 
somit aufgrund der Linearitat zwischen der Abtastgeschwin- 
digkeit auf der Probe und der Winkelgeschwindigkeil eine 
konstante Anregungsintensitat auf der Probe unabhangig 
von der Abtastposition geschaffen. 
10 Diese Art der Anordnung der Fokussierungsoptik zwi- 
schen der Ablenkeinheit 10 mit den Kippspiegeln 11 und 12 
und der Probe 40 wird als "Pre-Objectivc-Scanning" be- 
zeichnet. Dies wird haufiger angewandt als ein "Post-Objec- 
tive-Scanning", bei dem die Fokussierungsoptik im opti- 
15 schen Weg vor der Ablenkeinheit 10 angeordnet ist, so daB 
das nach der Fokussierungsoptik konvergente Abtastlicht 
uber die Abtastspiegel abgelenkt und auf die Probe 40 gelei- 
tct wird. Bei dicscr Art dor Anordnung der Fokussierungs- 
optik vor der Ablenkeinheit 10 werden an das Objektiv nur 
20 minimale Forderungen gesiellt Es kann einen kleinen 
Durchmesser haben und braucht nur im paraxialen Gebiet 
scharf abzubilden. Die hinter dem Objektiv angeordnete Ab- 
lenkeinheit fuhrt jedoch zu einer gekrurranten Abtastlinie, 
die auf einem Kreisbogen um die Drehachse des Kippspie- 
^ gels liegt. Zum Ablaslen ebener Oberflachen ist daher diese 
Anordnung des "Post-Objective-Scanning" nicht bevorzugl. 

Daher ist die "Pre-Objective-Scanning"-Anordnung mit 
einem F/8-Objektiv, mit dem eine Abbildung in eine Ebene 
mit einer zum Ablenkwinkel proportionalen Bildkoordinale 
30 moglich ist, vorteilhaft. Das F/9-Objektiv in der Tre-Objec- 
tive-Scanning"- Anordnung muB jedoch einen relativ groBen 
Durchmesser aufweisen, um auch Abtaststrahienbundel mit 
groBem Abtastwinkel noch aufzunehmen. Es muB auch iiber 
einen relativ groBen Bildwinkel entsprechend der Verkip- 
pung des Lichtstrahlenbiindels gegeniiber der optischen 
Achse korrigiert sein und es muB femer eine guie Bildfeld- 
ebnung aufweisen. 

Zwischen der Fokussierungsoptik und der Probe 40 ist ein 
dichroitischer Spiegel 32 angeordnet, der das Anregungs- 
hcht mit der bestimmten Wellenlange durchlaBl und das auf 
oder von der Probe 40 erzeugte Sekundarlicht, das eine zum 
Anregungslicht unterschiedliche, d, h. langere, Wellenlange 
aufweist, reflektiert. In der Reflexionsrichtung des dichroi- 
tischen Spiegels 32 ist nachfolgend eine Sammeloptik 34 
und ein Detektor 50 angeordnet. 

Die in Fig, 1 gezeigte Anordnung stellt den Fall der Mes- 
sung des Sekundarlichts in reftektiver, nichtkonfokaler An- 
ordnung dar. Die nichtkonfokale Anordnung besitzt den 
Vorteil, daB ein groCerer Raumwinkel fiir das von der Probe 
50 emittierte Sekundarlicht als bei konfokaler Abbildung auf- 
genommen werden kann. 

Trotzdem ware im Gegensatz dazu auch eine konfokale 
Anordnung (in Fig, 1 nicht gezeigt) moglich, bei der das von 
der Probe emittierte Sekundarlicht uber die gleichen Kipp- 
55 Spiegel 11 und 12 zuriickgeleitet wird, so daB der exakt glei- 
che Slrahlengang wie fUr das Abtastlicht riickwarts durch- 
laufen wird. Der dichroitische Spiegel ware in dieser Anord- 
nung zwischen der Lichtquelle 20 und der Ablenkeinheit 10 
vorgesehen, um die optischen Wege des Anregungslichts 
60 und des wellenlangenverschobenen Sekundarlichts zu U'en- 
nen. Durch zusatzliche Fokussiemng des Sekundarlichts auf 
eine (nicht gezeigte) Lochblendc, z. B. mit einem Loch im 
Mikronielerbereich, konnte unerwunschtes Su-eulicht weit- 
gehend unterdruckr werden. Bei der konfokalen Anordnung 
65 wird jedoch nur ein schr klcincr Raumwinkel des Sekundar- 
lichts, der durch die Spiegelaperturen begrenzt ist, erfaBt, 
wenn gleichzeitig ein groBeres Gesichlsfeld abgetastel wer- 
den soil. 
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Im Gegensatz zu der in Fig. 1 gezeigten Anordnung ware 
es auch moglich, anstatt der reflekliven Anordnung in trans- 
mittiver Anordnung zu messen. Bei der transmiltiven An- 
ordnung muR das Abtast- b/w. Anregungslicht. mit Hilfe von 
(nicht gezeigten) Filtem (z. B. Nolch-Filtern bzw. Kantenfil- 5 
tern) geblockt werden, die ihrerseits Licbt auf die Probe re- 
flektieren und somit eine Verschmierung des Anregungs- 
lichtflecks auf der Probe bewirken. Aus diesem Grund ist 
die in Fig. 1 gezeigte Reflexionsanordnung gegeniiber der 
transmiltiven Anordnung vorteilhaft. lO 

In Fig. 2 ist ein Beispiel fur eine erfindungsgemaBe Rea- 
lisierung der Aufteilungsvorrichtung zur Aufteilung des ein- 
zigen Lichtstrahlenbundels in wenigstens zwei Lichtstrah- 
lenbiindel gezeigt. Die Aufteilungsvorrichtung besteht dabei 
aus einer keilformigen Strahlteilerplatte 110, an deren erster 15 
Oberfiache 112 und zweiter Oberflache 114 die Lichtslrah- 
len eines einfallenden Lichtsu^hlenbUndels 116 jeweils re- 
flckticrt wcrdcn zur Erzcugung zwcicr Lichtstrahlcnbundcl 
118 und 119. Vorteilhafterweise ist der in Fig. 1 gezeigte 
Kippspiegel 12 in der Form der in Fig. 2 gezeigten keilfor- 20 
migen Strahlteilerplatte 110 ausgebildet. Insbesondere ist es 
giinstig, beide Kippspiegel 11 und 12 der Ablenkeinheil 10 
in Fig. 1 jeweils durch eine wie in Fig. 2 gezeigte Strahltei- 
lerplatte 110 auszubilden, wodurch eine Aufteilung des ein- 
zigen einfallenden Lichtstrahlenbundels in vier Lichtslrah- 25 
lenbiindel erfolgt. In diesem Fall wird die Probe 40 wie in 
Fig. 4 gezeigt in vier Quadranten 43, 44, 45 und 46 unter- 
teilt. Die Rache eines jeden Quadranten der Probe wird je- 
weils von einem der vier Strahlenbiindel des Abtastlichts bei 
entsprechender Verstellung der Kippspiegel abgetastet. Bei 30 
einer abgetasteten Probe mit einer makroskopischen Ab- 
messung von etwa 24 x 24 mm wird daher die Zeitdauer fiir 
eine vollstandige Abtastung der Probe auf ein \^erlel der 
bisher notwendigen Zeit verringert. Daher ist es moglich, 
weiterhin unter vertretbaren Zeiten fur die Abtastung einer 3S 
groBen Probe die Strahlenbiindel des Abtastlichts starker als 
bisher zu fokussieren zur Erhohung der Ortsauflosung bei 
der Abtastung. 

Wenn der Abtastlichtstrahl auf einen Punkt fokussiert 
wird, kann Streulicht auch Nachbamiolekule erreichen, de- 40 
ren Sekundarlichtbei nichtkonfokaler Abbildung mitgemes- 
sen wird und der momentanen Position der Kippspiegel der 
Abtasteinheit zugeordnet wird. Ein nicht konfokaler Aufbau 
konnte trotzdem noch vorteilhaft sein, da bei einem konfo- 
kalen Ausbau das Signal wesentlich kleiner ist aufgrund des 45 
geringeren Raumwinkels. Zudem wird die zuvor genannte 
Schwierigkeit in bezug auf das Streulicht durch die erfin- 
dungsgemaBe Anordnung vermindert, da eine Hrhdhung der 
Auflosung, d. h. eine starkere Fokussierung des Abtast- 
strahls ohne das Auftreten eines erhdhten Zeitaufwands bei 50 
der Abtastung der Probe, moglich ist. 

Ein weiterer Vorteil der beschriebenen Ausfuhrungsform 
besteht darin, daB durch die Aufteilung des Abtastlichtstrah- 
lenbiindels in vier Lichtstrahlenbundel und eine entspre- 
chende Aufteilung der Probe in vier Quadranten jedes der 55 
Abrastlichtstrahlenbundel jeweils nur eine kleinere Flache 
iiberdecken muB. Damit sind nur geringere Auslenkungen 
der Kippspiegel 11 und 12 erforderlich, die mit geringeren 
Fehlem bzw. Toleranzen realisierbar sind. Die Kippbewe- 
' gung der Kippspiegel wird dabei so angepafit, daB die in 60 
Fig. 4 gezeigten Quadranten 43-46 jeweils voUstandig 
durch die entsprechenden Teilstrahlenbiindel iiberstrichen 
werden. 

Vorteilhafterweise ist der Keilwinkel der Strahlteilerplat- 
tcn so groB, daB der makroskopischc Abstand der cinzclncn 65 
Strahlenbiindel auf der Probe groB ist gegeniiber der niilde- 
ren Strculange innerhalb der Probe. Bei dem Beispiel einer 
Probe mit 24 x 24 mm Flache ist dieser Abstand optimaler- 
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weise 12 mm. 

In Fig. 4 ist schcmalisch der prinzipielle Aufbau der ver- 
schiedenen Detektionskanale gezeigt. An der Probe 40 wird 
an zwei Stellen durch Strahlenbiindel 61 und 62 dargestell- 
tes Sekundarlicht erzeugt. Dieses Licht wird am dichroi- 
tischen Spiegel 32 wie zuvor erwahnt reflektierl und durch 
ein beispiels weise aus drei Linsen 35, 36 und 37 bestehen- 
des Makroobjektiv auf den Detektor 50 fokussiert. Jeder 
Punkt der Probenebene entspricht dabei eindeudg einem 
Punkt in der Detektorebene. Bei dem Detektor handelt es 
sich vorteilhafterweise um eine CCD-Kamera oder einen 
MehrkanalfolomultipUer, z. B. das ModeU R^90OU-0O-M4 
von Hamamaisu, oder ein Mehrkanalhalbleiterelement. Der- 
artige Detektoren sind zur simultanen Erfassung mehrerer 
Kanale geeignel. Die jeweiligen Abtastfelder der Probe 
(z. B. vier Quadranten) werden entsprechend auf die Detek- 
torebene abgebildet. Zur Unterdrtickung eines unerwtinsch- 
tcn Ubcrsprcchcns der Kanale kann cine spczicllc, an die 
Unterteilung der Probe angepaBte Blende 52 vor dem De- 
tektor vorgesehen sein. Fur die zuvor erwahnte Ausfuh- 
rungsform mit vier Abtaststrahlenbiindeln besitzt die Blende 
52 eine entsprechende Unterteilung in vier Quadranten. 

Im Gegensatz zu der in der Fig. 1 und 3 gezeigten Anord- 
nung zur Messung des Sekundarlichts in Reflexion ist es 
auch moglich, in Lransmiltiver Anordnung zu inessen. Dabei 
wird z. B, hinter der Probe die gesamte Flache rait Lichtlei- 
tem versehen, wobei jeder Quadrant zusanunengefaBt wird 
zu einem Bundel, Es werden dann vier Biindel auf vier ver- 
schiedene Detektoren geleitet, die gleichzeitig vermessen 
werden konnen. Zur Unterdrtickung des Anregungslichts 
und zur Selektion des Sekundarlichts konnen spezielle Filter 
vor den Detektoren vorgesehen werden. Die numerische 
Apertur der Lichtleiter beschrankt das Gesichtsfeld der Se- 
kundarlichtemission und verhindert somit ein Kanaltiber- 
sprechen. Falls die Probe aus gleichartigen Ruoreszenzfarb- 
stoffen besteht, kann jeder der einem Quadranten zugeord- 
neten Detektoren mit einem anderen Farbfilter ausgestattet 
werden, so daB bis zu vier verschiedene Emissionswellen- 
langen gleichzeitig gemessen werden konnen. Altemativ 
dazu ist es moglich, einfach eine CCD-Kamera hinter der 
Probe vorzusehen. Diese Kamera wurde jedoch das Ruores- 
zenzhcht aller vier Kanale mischen. Dies wird verhindert, 
indem man eine Platte (sog. Face- Platte) aus Lichtleitfasem 
mit geringer numerischer Apertur vor die Kamera stellt, um 
das Kanaliibersprechen zu unterdriicken. 

Patentanspriiche 

1. Lichtabtastvorrichtung zur Anregung und Detektion 
einer Emission von Sekundarlicht, insbesondere von 
Fluoreszenzlicht, an einer Probe (40) mit 

einer Lichterzeugungsvorrichtung (20) zur Erzeugung 
von Abtastlicht in Form eines einzigen Lichtstrahlen- 
bundels (21), 

einer Ablenkeinheil (10) zur in wenigstens einer Rich- 
tung veranderbaren Ablenkung des Abtastlichts zur 
Abtastung wenigstens einer Teilfiache der Probe (40), 
einer Abbildungseinheit (34; 35, 36, 37) zur Abbildung 
von von der Probe ausgehendem Sekundarlicht (61, 
62), und 

einer Nachweiseinheit (50) zur Detektion des Sekun- 
darlichts, 

dadurch gekennzcichnet, 

daB eine Aufteilungsvorrichtung (110) im optischen 
Wcg des Abtastlichts vorgesehen ist zur Aufteilung des 
einzigen Lichtstrahlenbiindels in wenigstens zwei 
Lichtstrahlenbundel (22, 23; 118, 119). 

2. Lichtabtastvorrichtung gemaB Anspruch 1, dadurch 



DE 197 07 227 A 1 



7 

gekennzeichnet, daB die Aurieilungsvorrichiung (110) 
ein keilfoniiiger Doppelspiegel mil einen Winkel mit- 
einander bildenden ersten und zweiten Spiegelflachen 
(112, 114) ist, an denen das einzige T jchtstrahlenhun- 
del (116) unter Bildung von zwei den gleichen Winkel 5 
miteinander einschlieBenden Lichistrahlenbiindeln 
(118, 119) reflektiert wird. 

3. Lichtabtastvorrichtung getnal^ Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Aufteilungsvorrichtung zwei 
derart angeordnete, keilfomiige Doppelspiegel (110) lo 
umfaBt, daB an dem ersten keilfonnigen Doppelspiegel 
das einzige Lichtstrahlenbiindel unler Bildung von 
zwei Lichtstrahlenbiindeln reflektiert wird, die auf den 
zweiten keilformigen Doppelspiegel tretfen und an die- 
sem unter Bildung von vier Lichtstrahlenbiindeln re- 15 
flektiert werden, 

4. Lichtabtastvorrichtung gemaB Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB die bcidcn kcilfomiigcn Doppel- 
spiegel Tail der Ablenkeinheit (10) sind und mit Stell- 
vorrichtungen zur Drehung und/oder Verschiebung der 20 
jeweiligen Doppelspiegel zur Abtastung der Probe ver- 
bunden sind. 

5. Vorrichtung gemaB einetn der Anspriiche 1^, da- 
durch gekennzeichnet, daB cine Fokussieningsoptik 
(26, 28, 30) zwischen der AufteilungsvorrichLung und 25 
der Probe zur Fokussierung aller Lichtsurahlenbiindel 
auf die Probe vorgesehen ist. 

6. Vorrichtung nach Anspruch 5. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Fokussierungsoptik ein F/6-Objektiv 
umfaBt. 30 

7. Lichtabtastvorrichtung gemaB einem der vorherge- 
henden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Nachweiseinheit (50) zur ortsaufgelosten Detekdon 
des Sekundarlichts geeignet ausgebildet ist. 

8. Lichtabtastvorrichtung gemaB Anspruch 7, dadurch IS 
gekennzeichnet, daB die Nachweiseinheit (50) entspre- 
chend der Zahl der auf die Probe auftreffenden Abtast- 
lichtstrahlenbiindel in Felder unterteilt ist. 

9. Lichtabtastvorrichtung gemaB Anspruch 8, wobei 
eine entsprechend der Felder der Nachweiseinheit un- 40 
terteilte Blende (52) vor der Nachweiseinheit angeord- 
net ist. 

10. Lichtabtastvorrichtung gemaB einem der vorherge- 
henden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Abbildungseinheit (34; 35, 36, 37) zur Aufnahme von 45 
durch die Probe (40) transmittiertem Sekundarlicht ge- 
eignet angeordnet ist 

IL Lichtabtastvorrichtung gemaB Anspruch 10, da- 
durch gekennzeichnete daB auf der der Einfallsseite des 
AbtastUchts gegeniiberliegenden Seite der Probe (40) 50 
zu einem Biindel zusamniengefaBte Lichtleiter vorge- 
sehen sind, die entsprechend den jeweiligen Abtastge- 
bieten der auf die Probe auftreffenden Abtastlichtstrah- 
lenbiindel an ihrem detektorseitigen Ende in Teilbiindel 
aufgeteilt sind, denen jeweiis eigene Detektoren zuge- 55 
ordnet sind. 

12. Lichtabtastvorrichtung gemaB Anspruch 11, da- 
durch gekennzeichnet. daB zwischen den Teilbundeln 
aus Lichtleitern und den jeweiligen Detektoren jeweiis 
ein Wellenlangenfilter vorgesehen ist. 60 

13. Lichtabtastvorrichtung gemiiB Anspruch 12, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Wellenlangenfilter 
Farbfilter fiir jeweiis unterschiedliche Wellenlangen 
des SekundMichts sind. 

14. Lichtabtastvorrichtung gemaB Anspruch 10, da- 65 

durch gekennzeichnet, dal.^ die Abbildungseinheit eine 
Platte aus Lichtleitfasem mil geringer numerischer 
Apertur umfaBt und daB die Nachweiseinheit (50) eine 
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CCD-Kamera umfaBt. 

15. Lichtabtastvorrichtung gemaB einem der Ansprii- 
che 1-9, dadurch gekennzeichnet, daB ein Aut"bau zur 
Rrfassung des Sekundarlichts in reflektiver, nichlkon- 
fokaler Anordnung vorgesehen ist. 

16. Vorrichtung gemaB Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Abbildungseinheit einen dichroi- 
tischen Strahlteiler (32) umfaBt, mit dem der optische 
Weg des Abtasilichts von dem des von der Probe aus- 
gehenden Sekundarlichts separierbar ist. 

17. Vorrichtung gemaB einem der vorheigehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Lichterzeu- 
gungsvorrichtung (20) zur. Erzeugung des Abtastlichts 
in Form eines einzigen Lichtstrahls einen Laser um- 
faBt. 

18. Vorrichtung gemaB einem der vorheigehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Lichterzeu- 
gungsvorrichtung zur Erzeugung des Lichtstrahls cine 
Vorrichtung zur raumlichen Filterung des einzigen 
Lichtstrahls umfaBt. 
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